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METODO PARA LA OBTENCION DE LINEAS CELULARES EN MEDIO LIBRE 
DE PROTEINA Y LINEAS CELULARES OBTENIDAS FOR ESTE METODO. 

Sector Tecnico: 

La presente invencion se relaciona con la biotecnologi'a, especfficamente con un 
metodo para obtener Imeas celulares estables adaptadas a crecer en medio libre 
de suero y proteina, mediante un proceso en dos etapas de adaptacion. 

Tecnica Anterior: 

A partir del desarrollo del cultivo in vitro de celulas de mamfferos, la demanda 
para la produccion a gran escala de estas c4lul as ha aumentado debido al 
potenclal diagnostico y terapeutico de muchos de los productos obtenidos por 
esta via. Estos agentes utiles Incluyen anticuerpos monoclonales, la hormona 
humana del crecimiento, linfocinas, eritropoietina, factores de coagulacion de la 
sangre y los activadores de plasmlnogeno del tejido. 

El uso de los anticuerpos monoclonales recombinantes (AcMr) para la terapla y el 
diagnostico in vivo de diversas enfermedades implica en muchos casos el uso de 
los tratamientos a altas dosls. Este hecho hace necesarlo la produccion de AcMr 
especi'fico en gran cantidad y con una alta pureza. 

Varios anticuerpos monoclonales recombinantes con uso potencial para la terapia 
y diagnostico en cancer y enfermedades auto inmunes se han expresado en las 
celulas de myeloma NSO, en el Centro de Inmunologfa Molecular. US 5,891,996 
describe la obtencion de anticuerpos quimerico y humanizado contra el receptor 
del Factor de Crecimiento Epidermico, con valor en el diagnostico y la terapia de 
tumores que expresen dicho receptor. WO 97/19111 describe anticuerpos 
monoclonales que reconocen el antfgeno CD6 para uso diagnostico y terapeutico 
en pacientes con psoriasis. Gavilondo y col en Hybridoma 9 No. 5, 1999 report© el 
anticuerpo IOR-T3a que reconoce el antfgeno CD3. 

Para las condiciones de cultivo en medio libre de protema, se han desarrollado 
varias tecnicas. Asi, se han desarrollado los medios libre proteina 
especfficamente definidos, que permiten un crecimiento de la celula bajo estas 
condiciones, WO 97/05240 describe la expresion de protefnas recombinantes 
bajo condiciones de medio libre de protefnas- 

JP 2696001 describe el uso de un medio libre de protefna para la produccion del 
factor VIII en celulas CHO agregando un agente tenso activo no ionico o 
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ciclodextrina para aumentar la productividad de las c^lulas huesped. Para 
aumentar la eficacia de estos aditivos, se recomienda la adlci6n de, por ejempio, 
butirato y litio. 

WO 96/26266 describe el cultivo de celulas en un medio con hidrolizado de 
protema que contiene g lutamina, cuyo contenido de aminoacidos libres es menos 
del 15% del peso total de la protema, y cuyos peptides tienen un peso molecular 
menor de 44 kD. Como medio de cultivo para las celulas se utiliza un medio 
mmlmo sintetico, como el medio b^slco al cu al se agregan ademas del 
hidrolizado de la protema, suero fetal bovino, gentamlclna y mercapto-etanol. No 
se ha mencionado el uso de medio conteniendo suero para la producclon de los 
factores de la sangre recombinantes. 

U. S. 5.393.668 A, describe crecimiento celular bajo condiciones de medio llbre 
de protema de celulas adheridas a superficies sinteticas especiales. 
Para estimular la proliferacion celular, celulas CHO que sobre -expresan la 
Insulina humana proliferan sobre un substrato artificial al cual s e ha unldo 
covalentemente la insulina (Ito et al. 1996 PNAS LOS E.E.U.U.. 93:3598 -3601). 
Reiter y col. (1992, Cytotechnology 9:247-253) describen la inmovllizacion de las 
celulas r-CHO primero crecidas a alta densidad sobre portadores en medio que 
contiene suero, y la subsiguiente perfusion de las celulas inmovilizadas en el 
medio sin protema durante la fase de produccion, encontrandose una liberacion 
continua de la protema en el sobrenadante del cultivo. Alli, las celulas fueron 
mantenidas por menos de 10 generaciones en el medio sin protefna. 
Los metodos anteriores para la preparacion acertada de un cultivo de celulas a 
gran escala bajo condiciones de medio libre de protema se han descrito para 
Kneas celulares mantenidas en cultivo, en particular las celulas VERO (WO 
96/15231). En el cual las celulas se crecen bajo condiciones de medio libre de 
suero y protefna desde el ampolla original hasta una gran escala tecnica de 1200 
litros, 

Adaptar las celulas crecidas inicialmente bajo condiciones medio conteniendo 
suero al medio libre de protema, es un proceso algo molesto que toma 
generalmente tiempo, ademas, se ha encontrado que la produccion de protema 
expresada y de la productividad de las celulas CHO recombinantes disminuye 
grandemente despues de la adaptacion al medio sin protefna con respecto al que 
contiene suero (Paterson et el al. 1994. Appl. Microbiologia. Biotechnol. 40:691- 
658). Esta es a consecuencia de la inestabilidad o la disminucion del crecimiento 




del clon recombinante debido al camblo en las condiciones de cultivo. A pesar del 
uso de un clon original estable, a causa de las condiciones extremas en la 
fermentacion, una porclon grande de las celulas reduce o pierde totaimente su 
capacidad de expresion, las cuales crecen mucho mas que las eel ulas 
productoras durante el proceso de produccion, por lo que finalmente el cultivo 
del fermentador consista en una mayor poblacion de celulas no- productoras o de 
celulas que tienen una expresion baja. 

La presente invenclon proporciona una estrategla para desarrollar Imeas 
celulares estables adaptadas a crecer en medio libre de suero y protefna. 
SIguiendo la estrategla propuesta, se han obtenido diferentes clones adaptados a 
crecer en medio Hbre de protefna. 

Descripcion Detallada de la Invencion: 

Adaptacion en dos etapas de Imeas celulares al crecimiento en medio 
libre de proteinas. 

Este procedimiento abarca las Imeas de celulas de mamfferos, para las cuales no 
es posible realizar un procedimiento directo de adaptacion del medio 
suplementado con suero al medio libre de suero y protefna. 
El metodo de la Invencion incluye dos etapas en la adaptacion de la Ifnea al 
medio libre de protefna (MLP). En la primera etapa, considerada no crftica, la 
reduccion del contenido de protefnas del medio ocurre sin la perdlda de la 
viabilidad celular y no hay una dismlnuclon Importante del tiempo de doblaje de 
la poblacion en cada paso durante la reduccion de la concentracion de protefna. 
La etapa no crftica se observa generalmente entre 5 y 0,5 mg/mL de protefna 
total en el medio de cultivo y este casi muestra el mismo fndice de crecimiento 
que en el medio de cultivo inicial. 

Para iniciar esta primera etapa, se parte de una Ifnea con una viabilidad celular 
entre 80 y 100%, y las celulas se crecen sucesivamente en medio de cultivo con 
concentraciones decrecientes de protefna hasta alcanzarse una concentracion 
crftica donde la viabilidad cae a 0%, la que constltuye el punto'de partlda para el 
inicio de la segunda etapa. 

En esta segunda etapa considerada crftica, en la cual oc urre una dismlnuclon de 
la viabilidad y del tiempo de doblaje celular, las celulas requieren de mas tiempo 
para adaptarse al pasar de un paso de la concentracion de la protefna otro de 
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cultivo, que no es posible pasar por alto durante el proceso de adaptaclon. Estas 
concentraciones cnticas de protema son especificas para cada Ifnea celular, y 
generalmente estan por debajo de 0,6 mg/mL. Una vez que las celulas hayan 
recuperado los indices iniciales de vlabilidad y velocidad crecimiento en estas 
concentraciones cnticas de protema, es posible cultivar las celulas en la condlcion 
siguiente, con una concentraci6n de protema mas baja. 

Para llevar esta segunda etapa, una vez deter minada la concentraclon critica, se 
busca la concentraclon anterior donde aun existe crecimiento celular considerada 
como concentracl6n pre-crftica, y a partir de la misma se dlsmlnuye lentamente 
dicha concentraclon de protefna hasta que las celulas recupe ren la viabilidad y el 
tiempo de doblaje original. 

La combinacion de pasos para reduclr la concentraclon de protema en la etapa 
cntica determinara ei tiempo total de adaptaclon en esta etapa y la velocidad de 
la adaptacion (Vadapt.)/ calculado como la re lacion: 

V adapt. = A Concentraclon de Protema 

AT adapt. 

Sin embargo esta combinacion de pasos no tendra influencia sobre el tiempo 
necesario para la adaptacion a cada concentracion de protema, incluyendo las 
concentraciones crfticas. 

Es decir, para determiner el final de la etapa no critica y de las concentraciones 
cnticas es necesario llevar a cabo una adaptacion paso a paso, esto se realiza 
mediante diluciones seriadas del cultivo celular en el medio sin protema deseado, 
reduclendo a la mitad la concentracion de protema en cada paso (Tabia 1). Esta 
reduccion se puede hacer tanto por la disminucion de la concentracion de suero o 
suplementando el medio basico con diferentes niveles de algunos sustitutos del 
suero ricos en protemas. 
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Tabia 1: Reduccion paso a paso de la concentracion de protema'para determinar 
las concentraciones criticas, comenzando con un medio de cultlvo suplementado 
con 5 mg/mL de protema (equivalente a 10 % de suero fetal bovino). 



Paso 
NOmero 


Concentracion 
de protema 
total 
mg/mL 


Concentracf6n 
Equivalente SFB*, 
% v/v 


1 


5.000 


10.00 


2 


2.500 


5.00 


3 


1.250 


2.50 


4 


0.625 


1.25 


5 


0.312 


0.60 


6 


0.156 


0.30 


7 


0.000 


0.00 



Leyenda: SFB- Suero Fetal Bovino 

MLP- Medio Libre de Protema 

MCS- Medio Contenlendo Suero 
*EI contenldo total de protema del suero fetal bovino se ha estlmado alrededor 
de 50 nng/mL 

Antes de comenzar el procedimiento de adaptacion las celulas se deben 
mantener con mas de 80% de viabilidad en frascos -T en el medio estandar 
empleado generalmente para cuiti var las celulas. 

Para realizar la adaptacion se llevan a cabo de forma consecutiva los siguientes 
pasos que transitan por las dos etapas previamente mencionadas: 

i. Las celulas se siembran en al menos 3 replicas una densidad de 1 - 5 x 

10^ celulas/ml en medio de cultlvo conteniendo suero y proteinas, 

despues de 48 horas la mitad del sobrenadante del cultlvo se remplaza 

por medio fresco libre de protema quedando la concentracion final de 

protema al 50% de la concentracion inlcial; 
li. Se reemplaza todo el medio de cultlvo cada 48 horas por el medio 

fresco con 50% de la concentracl6n Inlcial de protemas; 
ill. Se dejan crecer las celulas en el medio con 50% de la concentracion 

Inlcial de protefnas hasta que el cultlvo alcance la confluencia; 
iv. Se siembran las celulas obtenidas en el paso anterior (Hi) en al menos 

3 replicas a una densidad de 1 - 5 x 10^ c6lulas/ml en el medio que 
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contiene 50% de la concentracion inlcial de protema y despues de 48 
horas de crecimiento, se reemplaza la mftad del sobrenadante del 
cultivo por medio fresco llbre de protema, quedando la concentracion 
final de protemas al 50% de la concentracion anterior; 
V. Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que 
contiene 50% de la concentracion de protema anterior; 

vi. Se dejan crecer las c^lulas en el medio que contiene el 50% de la 
concentracion de protema anterior hasta que el cultivo alcance la 
confluencia; 

vii. Se repite el procedimlento (!v) a (vi), reduciendo en cada cido la 
concentracion de la proteina contenida en el medio hasta el 50% de la 
usada en el ciclo anterior, hasta alcanzar una concentracion de protefna 
que provoque la muerte de celular. 

viii. A partir de un cultivo con mas de 80% de viabilidad crecido en la 
concentracion pre-critica, las celulas se siembran en al menos 3 
replicas a una densidad de 2 - 6 x 10^ celulas/ml en medio de cultivo a 
la concentracion pre-critica, y despues de 48 horas se reemplaza el 
25% del sobrenadante del cultivo por medio fresco sin protema 
quedando la concentracion final de protema al 75% de la concen tracion 
pre-crftica; 

Ix. Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que 

contiene 75% de la concentracion pre -crftica; 
X. Se dejan crecer las c6lulas en el medio que contiene el 75% de la 

concentracion pre-critica de protefna hasta que el cultivo al cance la 

confluencia; 

xi. Se siembra la Ifnea celular derlvada del paso anterior en al menos 3 
replicas a una densidad de 2 - 6 x 10^ celulas/ml en el medio que 
contiene 75% de la concentracion pre -critica de protema y despues de 
48 horas de crecimiento, se remplaza el 25% del sobrenadante del 
cultivo por medio fresco libre de proteina, quedando la concentracion 
final de protema al 75% de la concentracion anterior; 

xii. Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que 
contiene 75% de la concentracion anterior; 



xiii. Se dejan crecer las celulas en el medio que contiene el 75% de la 
concentracion anterior de protefna hasta que el cultivo alcance la 
confluencia; 

xlv. Se replte el procedimlento (xi) a (xill) reduciendo en cada cicio la 
concentracl6n de la protema contenlda en el medio hasta el 75% de la 
usada en el cicIo anterior, hasta alcanzar una concentracion de protefna 
tal que cuando las celulas se transfieren a una concentracl6n mas baja 
crecen con una vlabilldad similar y con el tiempo de doblaje original, de 
manera que la dismlnucion subsiguiente de la concentracion de 
protefna no afecta la vlabilldad ni el tiempo de doblaje. 
En el metodo de adaptacl6n propuesto en la presente Invenclon, el medio de 
cultivo en el cual inicialmente se slembran las celulas comprende entre el 5% y 
el 10% de suero fetal bovino. 

En dicho metodo, la Ifnea celular de mamifero que se adapta a crecer en medio 
libre de protefna es un mieloma, partlcularmente IMSO. 

La invenclon tamblen puede ser aplicada para la adaptacidn de NSO transf ectada 
con una secuencia que codlfica una protefna o pollp^ptido recombinante, 
partlcularmente cuando la secuencia codlfica un anticuerpo recombinante o sus 
fragmentos, por lo que la misma tamblen incluye las Ifneas celulares de 
mamffero adaptadas a crecer en medio libre de protefna. 
En diferentes materlalizaciones de la Invenclon la misma proporclona Ifneas 
celulares de mamffero que expresan cualesqulera de los antlcuerpos 
humanizados o quimericos anti -receptor de EGF hR3, antl-CD6 TlhT, antl-CD3 
T3Q o sus fragmentos, adaptadas a crecer mediante el metodo de la Invenclon 
en medio libre de protefna, asf como los referidos anticuerpos obtenidos a partir 
de dichas Ifneas. 

Las Ifneas adaptadas por el metodo de la invenclon crecen establemente en 
condlciones de medio libre de suero y protefnas por al menos 40 generaciones. 
Ejemplos de Realizacion: 

Ejempio 1: Adaptaci6n de la Ifnea celular recombinante hR3 a medio libre de 
protefnas. 

La Ifnea celular recombinante hR3 fue obtenida por la transfecclon de la Ifnea 
celular de mieloma NSO con las construcciones de los vectores para la expresion 
de las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo monoclonal humanizado hR3 que 



La adaptacion de esta Imea celular a medio libre de protemas se llevo a cabo 
siguiendo el procedimiento descrito previamente, por medio de una reduccion del 
contenido de protefnas en dos etapas. 

Las celulas fueron inlcialmente cultlvadas en medio RPMI- 1640 suplementado 
con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) y luego a partir de una concentracion 
de protefnas de 0.15 mg/mL el suero fetal fue reemplazado por el suplemento 
rico en protemas, Nutridoma NS (Boheringer Manheinn) aiiadido a! medio basal 
RPI^I-1640 (medio libre de suero). La reduccion en el contenido de protefnas se 
realize por diluciones sucesivas en medio PFHI^-II (Gibco) del contenido de 
protefnas presentes en el medio inicial. 

Los resultados del calculo de las concentraciones crftlcas y las velocidades de 
adaptacion Vadapt para esta Ifnea celular se muestran en las Rg. 1 y 2 
respectivamente. 

Ejempio 2: Adaptacion de la Ifnea celular recomblnante TlhT a medio libre de 
protefnas. 

La Ifnea celular recomblnante TlhT fue obtenida por la transfeccion de la Ifnea 
celular de mieloma NSO con las construcciones d e los vectores para la expresion 
de las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo monoclonal TlhT humanizado 
por el metodo de supresion de epftopes T y que reconoce el receptor CD6 de 
linfocitos T humanos. 

La adaptacion de esta Ifnea celular a medio libre de protefnas se llevo a cabo 
siguiendo el procedimiento descrito en el punto 2, por medio de una reducci6n 
del contenido de protefnas en dos etapas. 

Las celulas fueron inlcialmente cultlvadas en medio RPMI- 1640 suplementado 
con un 10 % SFB. La reduccion en el contenido de protefnas se realize por 
diluciones sucesivas en medio PFHIV|-II (Gibco) del contenido de protefnas 
presentes en el medio inicial. 

Los resultados del calculo de las concentraciones crftlcas y las velocidades de 
adaptacion Vadapt para esta Ifnea celular se muestran en las Fig. 3 y 4 
respectivamente. 

Ejempio 3: Adaptacion de la Ifnea celular recomblnante T3Q a medio libre de 



La Imea celular recombinante T3Q fue obtenida por la transfeccion de la Imea 
celular de mieloma NSO con las construcciones de los vectores para la expresion 
de las cadenas llgeras y pesadas del anticuerpo monoclonal T3Q humanlzado 
por el metBdo de supresion de epitopes T y que reconoce el receptor CDS de 
linfocltos T humanos. 

La adaptaci6n de esta linea celul ar a medio libre de protefnas se llevo a cabo 
sigulendo el procedlmlento descrito en el punto 2, por medio de una reduccion 
del contenido de protefnas en dos etapas. 

Las ceiulas fueron Inicialmente cultlvadas en medio RPMI- 1640 suplementado 
con un 10 % SFB. La reduccion en el contenido de protefnas se realize por 
diluciones sucesivas en medio PFHM-II (Gibco) del contenido de protefnas 
presentes en e! medio iniciai. 

Los resultados del calculo de las concentraclones crfticas y las velocidades de 
adaptacl6n Vadapt para esta Ifnea celular se muestran en las Rg. 5 y 6 
respectivamente. 

Breve descripcidn de las figuras: 

Figura 1: Correlaci6n de los tiempos necesarios para adaptar la ifnea hR3 a cada 

concentracion de protefnas (hasta que se recupere la viabilida d y el tiempo de 

doblaje) con el logarltmo natural del Inverso de la concentracion de protefnas. 

Los valores de concentraclones crfticas de protefnas para la Ifnea celular hR3 

son: - 0.32 y 0.11 mg/mL de la concentracion de protefnas totales. 

Figura 2s Correlacl6n del tiempo total transcurrido desde el inicio del 

procedlmlento de adaptacion con al logarltmo natural del inverso de la 

concentracion de protefnas para la Ifnea celular li -R3. Valor de la velocidad de 

adaptaci6n de esta Ifnea en la fase crftica: - 0.0053 mg/d. 

Figura 3r. Correlacion de los tiempos necesarios para adaptar la Ifnea TlliT a 

cada concentracion de protefnas (hasta que se recupere la viabilidad y el tiempo 

de doblaje) con el logarltmo natural del inverso de la concentracion de protefnas. 

Los valores de concentraclones crfticas de protefnas para la Ifnea celular TlhT 

son: - 0.12 y 0.01 mg/mL de la concentracion de protefnas totales. 

Figura 4: Correlacl6n del tiempo total transcurrido desde el inicio del 

nrorpHimionf-n rl<a arlar»fa/-iAn 
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concentracion de protemas para la. Ifnea celular TlhT. Valor de la velocldad de 
adaptaclon de esta Imea en la fase critica: - 0.0014 mg/d. 
Figura 5: Correlaclon de los tiempos necesarlos para adaptar la Imea T3Q a cada 
concentracion de protemas (hasta que se recupere la viabllidad y el tiempo de 
doblaje) con el logaritnno natural del Inverso de la concentracion de protemas. El 
valor de concentracl6n critica de protemas para la Imea celular T3Q es de: - 0.63 
mg/mL de la concentracion de protefnas totales. 

Figura 6: Correlaclon del tiempo total transcurrido desde el Inlcio del 
procedlmiento de adaptaclon con al logarltmo natural del Inverso de la 
concentracion de protemas para la Ifnea celular T3Q. Valor de la velocldad de 
adaptaclon de esta Imea en la fese critica: - 0.0172 mg/d. 

Ciuda^la Habana,/dc^^bre 22, 2002. 

Olgr?Moreno Samper, 
Agente Oficial. 




REMNDICAaONES 



1.- Un metodo para obtener una Ifnea celular de mamlfero adaptada a crecer en medio 
libre de suero y protema que comprende dos etapas: 

1. Una primena etapa en la cual a parbr de una Ifnea con una vlabilidad celular 
entre 80 y 100%, las celulas se crecen sucesivamente en medio de cultivo con 
concentraciones decredentes de protefna liasta alcanzarse u na concentradon 
cntlca de protefna donde la viabilidad cae a 0%; 

II. Una segunda etapa donde una vez determinada la concentradon crftica, se 
busca la concentradon anterior donde aun existe credmiento celular 
considerada como concentradon pre-critica, y a partir de la misma se disminuye 
lentamente dicha concentradon de protefna hasta que las celulas recuperen la 
viabilidad y el tiempo de doblaje original. 

2. - Metodo segun la reivindicadon 1 caracterizado porque para ejecutar la primera . 

etapa se efectuan los siguientes pasos: 
I Las celulas se siembran en al menos 3 replicas a una densidad de 1 5 x 10 ^ 
celulas/ml en medio de cultivo conteniendo suero y protefnas, despues de 48 
horas la mitad del sobnenadante del cultivo se remplaza por medio fresco lib re de 
protefna quedando la concentradon final de protefna al 50% de la concentradon 
inicial; 

ii Se reemplaza todo el medio de cultivo cada 48 horas por el medio fresco con 
50% de la concentradon Inidal de protefnas; 

ill Se dejan cnecer las c6Iulas en el medio con 50% de la concentraci6n inidal de 
protefnas hasta que el cultivo alcance la confluencia; 

Iv Se siembran las celulas obtenidas en el paso anterior (iii) en al menos 3 replicas a 
una densidad de 1 - 5 x 10^ celulas/ml en el medio que contiene 50 % de la 
concentradon inidal de protefna y despues de 48 horas de credmiento, se 
reemplaza la mitad del sobrenadante del cultivo por medio fresco libre de 
protefna, quedando la concentradon final de protefnas al 50% de la concentradon 
anterior; 

V Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que contiene 50% de 

la concentradon de protefna anterior; 
vi Se dejan crecer las celulas en el medio que contiene el 50% de la concentradon 




vn Se repite el procedimiento (iv) a (vi), redudendo en cada ddo la concentradon de 
la protBina contenida en el medio hasta el 50% de la usada en el ddo anterior, 
hasta alcanzar una concentradon de protefna que provoque la muerte de celular. 

3.- Metodo segun la reivindicadon 1 caracterizado porque para ejecutar la segunda 
etapa se efectuan los siguientes pasos: 

viii A partir de un culBvo con mas de 80% de viabilidad crecldo en la concentradon pre - 

critica, las celulas se siembran en al meno s 3 replicas a una densidad de 2 - 6 x 
10^ celulas/ml en medio de cultivo a la concentradon pre -cntica, y despues de 48 
horas se reemplaza el 25% del sobrenadante del cultivo por medio fresco sin 
protema quedando la concentradon final de protefna al 75 % de la concentradon 
pre-crftica; 

ix Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que contiene 75% de 
la concentradon pre-critica; 

X Se dejan crecer las celulas en el medio que contiene el 75% de la concentradon 
pre-critica de protefna hasta que el cultivo alcance la confluencia; 

xl Se siembra la Ifnea celular derivada del paso anterior en al menos 3 replicas a una 
densidad de 2 - 6 x 10^ celulas/ml en el medio que contiene 75% de la 
concentracl6n pre-crftica de protefna y despues de 48 hora s de credmiento, se 
remplaza el 25% del sobrenadante del cultivo por medio fresco libre de protefna, 
quedando la concentradon final de protefna al 75% de la concentradon anterior; 

xii Se reemplaza todo el medio cada 48 horas por medio fresco que conti ene 75% de 
la concentradon anterior; 

xiii Se dejan crecer las celulas en el medio que contiene el 75% de la concentradon 
anterior de protefna hasta que el cultivo alcance la confluencia; 

xiv Se repite el procedimiento (xi) a (xiii) redudendo en cada cic lo la concentradon 
de la protefna contenida en el medio hasta el 75% de la usada en el ddo anterior, 
hasta alcanzar una concentradon de protefna tal que cuando las celulas se 
ti^nsfieren a una concentradon mas baja crecen con una viabilidad similar y con 
el tiempo de doblaje original, de manera que la disminuclon subsiguiente de la 
concentradon de protefna no afecta la viabilidad ni el tiempo de doblaje. 

4.- El metodo segun las reivindicadones 1 a la 3 caracterizado porque el medio en el 
cual inidalmente se siembran las celulas comprende entre el 5% y el 10% de suero 



5. - El metodo segun las relvlndlcadones de la 1 y 4 caracterizado porciue la Ifnea 
celular de mamifero adaptada a crecer en medio fibre de protefna es un mieloma. 

6. - El metodo segun la relvindicadon 5 caracterizado ponque el mieloma es NSO. 

7. - El metodo segun la relvindicadon 6 caracterizado porque dicha Ifnea celular es 
NSO transfectada con una secuenda que codlfica una protefna o polipeptido 
recombinante. 

8. - El metodo segun la relvindicadon 7 caracterizado porque dicha secuencia codifica 
un anticuerpo recombinante o sus fragmentos. 

9. - Una Ifnea celular de mamffero obtenida segun el metodo de las reivindlcaciones 
de la 1 a la 8, caracterizada porque esta adapta da a crecer en medio libre de 
protefna. 

10. - Una Ifnea celular de mamffero segun relvindicadon 9 caracterizada porc|ue es un 
mieloma. 

11. - Una Ifnea celular de mamffero segun reivlndicadon 10 caracterizada porque el 
mieloma es NSO. 

12. - Una Ifnea celular de mamffero segtin relvindicadon 11 caracterizada porrjue la 
Ifnea NSO contlene una secuenda que codifica una protefna o pofipeptldo 
recombinante. 

13. - Una Ifnea celular de mamffero segi5n reivindicad6n 12 caracterizada porque la 
secuencia codifica un anticuerpo recombinante o sus fragmentos. 

14. - Una Ifnea celular de mamffero segun relvindicadon 13 caracterizada porque la 
secuenda codifica el anticuerpo humanizado contra el receptor de EGF hR3 o sus 
fragmentos. 
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15. - Una Imea celular de mamifero segun reivindicadon 13 caracterizada porque la 
secuencia codifica el anticueipo humanizado contra el and'geno CD6 TlhT o sus 
fragmentos. 

16. - Una Imea celular de mamffero segun reh/indlcacion 13 caracterizada poiriue la 
secuencia codifica el antlcuerpo quimerico contra el anti'geno CD3 T3Q o sus 
fragmentos. 

17. - Uso del metodo de las reivindicadones de la 1 a la 8 para la obtencion de lineas 
celulares adaptadas a cnecer en medio libre de protemas. 

18. - Un anticueipo humanizado contra el receptor de EGF h R3 o sus fragmentos, 
produddos por la Ifnea celular obtenlda por el metodo de las reivindicadones de la 1 a 
la 8. 

19. - Un anticuerpo humanizado contra el antfgeno CD6 TlhT o sus fragmentos, 
producidos por la Ifnea celular obtenlda por el metodo de las reivindicadones de la 1 a 
la 8. 

20. - Un anticuerpo quimerico contra el antigeno CD3 T3Q o sus fragmentos, 
producidos por la li'nea celular obtenlda por el metodo de las reivindicadones de la 1 a 
la 8. 



Olpr. Moreno Samper, 
Agente Oficial. 
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Resumen 



La actual invencion se relaciona con un metodo de obtencion de celulas de 
mamifero adaptadas a crecer en medio libre de suero y protemas, el 
procedimiento Incluyen un proceso en dos etapas de adaptacion para crecer en 
esa condicion. La actual invencion revela la existencia de un intervalo crftico de 
concentracion de protema en el cual las celulas deban crecer para ganar la 
capacidad de sobrevlvir en medio libre de protemas, una vez que las celulas 
hayan crecido en las concentraciones critlcas del intervalo, las disminuciones 
subsigulentes de la concentracion no afecten la viabilidad n! ei tiempo de doblaje 
celular. El intervalo cntico de la concentracion de la protema es especifico para 
cada Imea celular. 

La presente invencion tambi^n revela Imeas celulares de mamfferos que crecen 
establemente en condiciones de medio libre de suero y protefnas por al menos 
40 generaciones. Adicionalmente, los clones revelados en la presente invencion 
expresan un producto recombinante. 

Los clones de la presente invencidn expresan los anticuerpos anti receptor de 
EGF hR3, el anti CD6 TlhT humanizados y el anticuerpo quimerico anti CD3 T3Q, 
ademas de los fragmentos de dichos anticuerpos. 




Olga L. Moreno Samper, 
Agente Oficial. 



FIGURAS 

Figura 1: Correlacion de los tiempos necesarios para adaptar la Imea hR3 a cada 
concentraclon de protemas. 
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Figura 2: Correlacion del tiempo total transcurrido desde el Inicio del 
procedlmiento de adaptacion para la Imea celular h -R3 
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Figura 3: Correlacion de los tiempos necesarios para adapter la Imea TlhT a 
cada concentracion de protemas. 
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Figura 4: Correlacion del tiempo total transcurrldo desde el Inicio del 
procedimlento de adaptaci6n para la Ifnea celular TlhT. 




Figura 5: Correlacion de los tiempos necesarios para adaptar la Imea T3Q a cada 
concentracion de protemas. 
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Figura 6: Correlacion del tiempo total transcurrido desde el inicio del 
procedimiento de adaptaci6n para la Ifnea celular T3Q. 



2 4 
LN(1/[Conc. ProtD 



Ciud§^=d^la Ha bana,^^ ^bre 22, 2002. 
Olg^sb=1^oreno Samper, 



